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Verfahren zur Untersuchung der Wechselwirkung von Biomolekiilen 
mittels Oberf lachen-Plasmon-Resonanz 

Die Erfindung bezieht sich auf die Untersuchung der 
biospezif ischen Wechselwirkung von Molekulen. 

Die Analyse intermolekularer Wechselwirkungen von 
Makromolekulen, z.B. (Poly) Pept id- (Poly) Peptid- oder (Poly) - 
Peptid-DNA-Interaktionen wurde in der Vergangenheit im 
allgemeinen unter Gleichgewichtsbedingungen statt. Die 
Untersuchung kinetischer Parameter konnte bis vor kurzem, mit 
wenigen Ausnahmen, nicht oder nur mit Schwierigkeiten 
durchgefuhrt warden, weil sie groSere Mengen und einen hoheren 
Reinheitsgrad der Makromolekule erforderte bzw. weil die 
vorhandenen Methoden, wie die Af f initatschromatographie oder 
immunologische Methoden, nicht schnell genug sind, urn 
biospezif ische Wechselwirkungen zu verfolgen. 

Eine kiirzlich entwickelte Methode beruht auf dem optischen 
Phanomen der Oberf lachen-Plasmon-Resonanz ("Surface Plasmon 
Resonance", SPR) . Die Auswertung von optischen Signalen, die 
mit Veranderungen des B re chungs index an der biospezif ischen 
Grenzflache korrelieren und die bei Konzentrationsanderungen 
der Makromolekule, hervorgeruf en z.B. durch Bindung der 
Reaktionspartner aneinander, erhalten werden, ermSglicht 
nunmehr, diese Analyse in Echtzeit durchzuf iihren . Dabei kann 
mit geringeren Mengen an Makromolekulen ohne radioaktive oder 
fluoreszierende Markierungen gearbeitet werden, und es werden 
auch an die Reinheit des Makromolekuls weniger hohe 
Anforderungen gestellt. Diese Methode wurde u.a. in den PCT- 
Anmeldungen WO 90/05295 und WO 90/05303 geoffenbart. 

Das am weitesten verbreitete System, das auf der "Surface 
Plasmon Resonance" -Methode beruht und kommerziell erhaltlich 
ist (BIACoreTM, Pharmacia Biosensor) , weist als eines der 
Hauptelemente neben dem optischen System und den 
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Probentransporteinrichtungen eine Bisosensoreinheit in Form 
eines sog. Biosensor-Chips auf . Dieser besteht aus einem 
Glastrager, der auf einer Seite eine Goldschicht aufweist, an 
welche iiber eine mit Linkergruppen versehene Sperrschicht 
kovalent eine Hydrogelmatrix aus Carboxymethyl -Dextran 
gebunden ist. Die Hydrogelmatrix dient einerseits der 
Immobilisierung eines der Reaktionspartner , andererseits der 
Bereitstellung des fur die Analyse der biospezif ischen 
Wechselwirkung des immoblisierten Makromolekiils mit seinem 
Reaktionspartner erf orderlichen Milieus (Stenberg et al . , 
1991) . 

Zur Immobilisierung eines der Reaktionspartner, der im 
allgemeinen ein {Poly)Peptid ist, an die Hydrogelmatrix wurden 
bisher die folgenden Methoden verwendet: 

1} Direkte, irreversible Immobilisierung an die 
Hydrogel-Oberf lache des Biosensorchips mittels 
chemischer Methoden. 

2) Direkte, irreversible Immobilisierung des 
biotinylierten Reaktionspartners an 
hydrogelgebundenes Streptavidin oder Avidin 

3) Indirekte, reversible Immobilisierung durch Bindung 
liber einen hydrogelgebundenen Antikdrper des 
Reaktionspartner 

Diese Verfahren weisen jedoch verschiedene Nachteile 
auf: Verfahren 1) ist von dem Risiko behaftet, dafi 
aufgrund der nicht-gerichteten chemischen Reaktion 
zwischen hydrogelbildender Substanz und dem 

(Poly) Peptid, die, in Abhangigkeit der verwendeten 
Methode, bevorzugt an primaren Aminogruppen, 
Kohlenhydratgruppen oder freien Thiolgruppen des 

(Poly) Peptids stattfindet, dessen biologische und/oder 
biophysikalische Eigenschaf ten in einer nicht oder nur 
schwer def inierbaren Weise beeinfluSt werden. Das kann 
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zur Folge haben, daS das immobilisierte (Poly)Peptid 
nicht bzw. nicht vollstandig in seiner nativen, 
biologisch aktiven Form vorliegt, weil z.B. der 
Abschnitt des Molekiils, der mit dem Reaktionspartner 
interagieren soil, durch eine chemische Gruppierung 
blockiert oder aufgrund einer Konf ormationsanderung des 
Molekiils unzuganglich geworden ist . Da fur die 
Biotinylierung von Makromolekulen grundsatzlich 
ahnliche Methoden wie fur die Kopplung von 
(Poly) Peptiden verwendet werden, treffen diese 
Nachteile und somit die Beschrankungen des Verfahrens 
auch auf das unter 2) angefuhrte Verfahren zu . Beide 
Verfahren weisen den zusatzlichen Nachteil auf, daS 
eine Regeneration der Hydrogeloberf lache/ die eine 
wesentliche Vereinf achung des Verfahrens bei der 
Durchfuhrung von Serienanalysen mit demselben 
(Poly)peptid darstellen wurde, unter Beibehaltung der 
biologischen und biophysikalischen Aktivitat sehr 
schwierig ist. 

Diese Nachteile konnen durch Verwendunc von Antikorpern 
(Verfahren 3) umgangen werden, wobei prinzipiell 
dieselben Verfahren angewendet werden, wie bei 
Sandwich- Immunoassays, z.B. in der ELISA (Enzyme linked 
Immuno-sorbent Assay) -Technik. Die Anwendung dieses 
Verfahrens ist jedoch durch das Erfordernis der 
Verfiigbarkeit von monoklonalen, hochaffinen Antikorpern 
mit Spezifitat fur das (Poly)Peptid eingeschrankt , Eine 
weitere Beschrankung besteht darin, daS die Antikorper 
nicht mit Epitopen interagieren durfen, die fiir die 
Wechselwirkung mit den zu untersuchenden 
Reaktionspartnern von Bedeutung sind. 

Der vorliegenden Erfindung lag die Aufgabe zugrunde, 
ein Verfahren zur Untersuchung der Wechselwirkung von 
(Poly) Peptiden mit Reaktionspartnern mittels SPR 
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bereitzustellen, das die Nachteile der bekannten 
Verfahren nicht aufweist. 

Es stehen verschiedene Verfahren zur Verfugung, 
Proteine, deren Sequenz aufgeklart ist, unter 
Verwendung gentechnischer Methoden als Fusionsproteine 
mit Sequenzabschnitten, die hohe Affinitat fur einen 
Liganden aufweisen (sog. Af f initatspeptiden) 
herzustellen. Die immobilisierte Metallchelat- 
Af f initatschromatographie (IMAC) ist ein weit 
verbreitetes Verfahren zur Reinigung von Proteinen und 
Peptiden, bei dem derartige Fusionsproteine mittels 
Af f initatspeptid an immobilisierte Metallchelate 
gebunden werden. Unter den verschiedenen Chelatbildnern 
aus der Gruppe der Iminodiessigsaurederivate zeigen 
Nitrilotriessigsaurederivate besonders vorteilhafte 
Eigenschaften, zu denen die extrem hohe Affinitat fur 
bestimmte Metallionen, z.B. Cu2+, Ni2+ oder Zn2+ 
gehdrt. Breite Anwendung fand bislang dieses Verfahren 
unter Verwendung von Nickel als Metallion und 
Nitrilotriessigsaure als Komplexbildner in der 
Reinigung rekombinanter Fusionsproteine, die ein 
Aff initatspeptid mit mindestens einem Histidinrest 
direkt oder indirekt gebunden aufweisen. Derartige 
Reinigungsverfahren rekombinanter Proteine wurden unter 
anderem in den europaischen Patentanmeldungen Nr. 
184 355 (wobei Iminodiessigsaure als Komplexbildner 
verwendet wird) und Nr. 282 042 (wobei 
Nitrilotriessigsaure und Proteine mit einem 
Aff initatspeptid mit mindestens zwei benachbarten 
Histidinresten beschrieben werden) geoffenbart, 

Zur Losung der im Rahmen der vorliegenden Erf indung 
gestellten Aufgabe wurde von der Uberlegung 
ausgegangen, das von der Metallchelat- 
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Af f initatschromatographie bekannte Prinzip fur die SPR- 
Methode auszunutzen . 

Die vorliegende Erfindung betrifft somit ein Verfahren 
zur Untersuchung der Wechselwirkung eines (Poly) Peptids 
mit einem. Reaktionspartner mittels einer 
Biosensoreinheit, in.welcher die durch die 
Wechselwirkung ausgeloste Oberf lachen-Plasmon-Resonanz 
in einer metallischen Schicht an, der Grenzf lache zweier 
fur elektromagnetische Strahlung durchlassiger Medien 
mit unterschiedlichem Brechungsindex bestimmt wird, 
wobei das Medium mit geringerem Brechungsindex ein 
wasseriges Medium ist, in welchem das (Poly)Peptid in 
immobilisierter Form vorliegt und mit dem 
Reaktionspartner in Beruhrung gebracht wird. Das 
Verfahren ist dadurch gekennzeichnet , daS das 
(Poly)Peptid uber ein Metallchelat immobilisiert ist. 

Die Erfindung betrifft in einem weiteren Aspekt eine 
Biosensoreinheit fur die Untersuchung der 
Wechselwirkung eines (Poly) Peptids mit einem 
Reaktionspartner mittels Bestimmung der Oberflachen- 
Plasmon-Resonanz in einer metallischen Schicht an der 
Grenzflache zweier fur elektromagnetische Strahlung 
durchlassiger Medien mit unterschiedlichem 
Brechungsindex, wobei das Medium mit geringerem 
Brechungsindex ein wasseriges Medium ist. Die 
Biosensoreinheit ist dadurch gekennzeichnet , daS an 
seine dem wasserigen Medium zugewandte Oberflache ein 
Chelatbildner, gegebenenf alls in mit eine- Metallion 
komplexierter Form, gebunden ist. 

In einem bevorzugten Aspekt ist die wasserige Phase 
eine biokompatible porose Matrix, insbesondere ein 
Hydrogel. Hinsichtlich der Hydrogelbildner besteht 
grundsatzlich keine Beschrankung, sofern ihre Eignung 
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fiir das SPR-Verf ahren, insbesondere im Hinblick auf die 
erf orderliche Diffusion der Biomolekiile in der 
Hydrogelmatrix, grundsatzlich gegeben ist . Beispiele 
fur geeignete Hydrogelbildner sind Polysaccharide, wie 
Agarose, Dextran, Carragen, Alginate, Starke, Zellulose 
bzw. Derivate dieser Polysaccharide, wie z.B. 
Carboxymethylderivate, oder wasserquellbare organische 
Polymere, wie Polyvinylalkohol , Polyacrylsaure, 
Polyacrylamid oder Polyethylenglycol , 

Ein besonders geeignetes Hydrogel besteht aus Dextran, 
welches im Hinblick auf die kovalente Bindung des 
(Poly) Pept ids mit reaktiven Gruppen, z.B. Hydroxyl-, 
Carbpxyl-, Amino-, Aldehyd- , Carbonyl-, Epoxy- oder 
Vinylgruppen, versehen ist. Die Ausfiihrung der 
Hydrogelschicht und deren Bindung an die Metallschicht , 
welche gegebenenf alls iiber eine organische Sperrschicht 
erfolgt, wurde u.a. in der PCT-Anmeldung WO 90/05303 
sowie von Lofas und Johnsson, 1990, beschrieben. In der 
bevorzugten Aus fuhrungs form der Erfindung wird der 
Chelatbildner an die reaktiven Gruppen des Hydrogels 
gebunden . 

In einer besonders bevorzugten Ausf uhrungsf orm ist der 
Hydrogelbildner ein Dextran,. das als reaktive Gruppen 
Carboxymethylgruppen auf weist . 

In einer weiteren bevorzugten Ausf uhrungsf orm ist das 
(Poly)Peptid ein Fusions- (Poly) Peptid, das neben seinem 
biologisch aktiven Abschnitt ein Af f initatspeptid 
aufweist, das mindestens zwei benachbarte Histidinreste 
enthalt. In diesem Fall ist der Chelatbildner ein 
Nitrilotriessigsaure (NTA) -Derivat der allgemeinen 
Formel Y-R-CH(COOH) -N (CH2COOH) 2 . 
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worin R eine Alkylenbriicke des Typs (CH2)n- bedeuten 
kann, die substituiert oder unsubstituiert sein kann, 
mit der Mafigabe, daS der Substituent nicht nachteilig 
die Funktion des Chelatbildners beeinfluSt, und n eine 
ganze Zahl 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8,9 oder 10 bedeutet, 
wobei die Alkylengruppe bei geniigender GroSe 
gegebenenf alls auch eine oder mehrere Aiken- oder 
Alkin-Teilstrukturen aufweisen kann, 

Oder, worin R ein aromatisches Briickenglied bedeuten 
kann, das aus einem oder mehreren ein- oder 
mehrkernigen Aromaten, der gegebenenf alls auch ein 
aromatischer Heterozyklus sein kann, aufgebaut wird, 

Oder, worin R ein Aralkyl -Briickenglied bedeuten kann, 
in dem der aromatische Teil entweder direkt oder uber 
eine Alkylgruppe des Typs (CH2)n-/ worin n eine ganze 
Zahl 1, 2, 3, 4 Oder 5 bedeuten kann, an Y oder an das 
der Carboxylgruppe benachbarte a-C-Atom gebunden sein 
kann, 

und worin Y.eine reaktive Gruppe, insbesondere eine 
NH2-oder eine SH-Gruppe, ist . 

Als Beispiele fur R seien Methylen, Ethylen, n-Propylen 
Oder iso-Propylen bzw. o-, m-, p-Phenylen oder P,p'- 
Naphtylen genannt. 

Das NTA-Derivat kann auch die allgemeine Formel Y-Rl- 
CH(COOH) -N(CHR2COOH)2/ aufweisen, 

worin Rl eine Gruppe mit der fur R angegebenen 
Bedeutung sein kann, 

und, worin R2 eine Alkylgruppe des Typs CH3(CH2)n- sein 
kann, die substituiert, z.B. mit OH oder CI, oder 
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unsubstituiert sein kann, und n eine ganze Zahl i, 2, 
3, 4 Oder 5 bedeuten kann, 

Oder, worin R2 eine verzweigte Alkylgruppe, wie iso- 
Propyl, t-Butyl oder iso-Butyl sein, kann, 

Oder, worin R2 ein aromatisches Briickenglied der fiir R 
angegebenen Bedeutung sein kann, 

und worin Y eine reaktive Gruppe, insbesondere eine 
NH2-oder eine SH-Gruppe, ist. 

R bzw. Ri werden dahingehend ausgewahlt, daS einerseits 
die Komplexierungsfahigkeit im Vergleich zum 
ungebundenen NTA moglichst wenig beeinfluEt wird und 
andererseits der Abstand zur Oberflache der 
Biosensoreinheit geniigend gering ist, urn die SPR- 
Phanomene nicht zu irritieren. 

R2 wird dahingehend ausgewahlt, da£ die 
Komplexierungsfahigkeit des Chelatbildners mit dem zu 
chelierenden Metallion sowie mit der zu untersuchenden 
Substanz nicht negativ beeinfluEt wird. 

Die Eignung von Substituenten R bzw. Rl, oder R2 kann 
z.B. durch Bindungsstudien mit einem geeigneten 
Liganden, in der Regel einem His (6) -modif izierten 
Polypeptid, liberpruft werden. Substituenten mit 
negativem EinfluS auf die Komplexierungsfahigkeit 
reduzieren die Affinitat des Liganden; Substituenten, 
welche die unspezif ische Bindung des Liganden 
beeinf lussen, erhohen die Bindung des Liganden fur den 
nicht mit einem Ration komplexierten Chelator, Y ist 
eine reaktive Gruppe, mit der der Chelatbildner an die 
Oberflache der Biosensoreinheit, insbesondere an die in 
der Hydrogelmatrix enthaltenen reaktiven Gruppen, 
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gebunden wird. Die reaktive Gruppe des Chelatbildners 
wird somit auf die reaktiven Gruppen Oberf lache der 
Biosensoreinheit, insbesondere der Hydrogelmatrix 
abgestellt; besonders bevorzugt ist als reaktive Gruppe 
Y eine NH2-Gruppe, die an die modif izierten 
Carboxymethylgruppen des Dextrans bindet. Andere 
reaktive Gruppen Y, die zur kovalenten Bindung geeignet 
sind, sind SH-Gruppen, die in eine stabile 
Thioetherbindung uberfiihrt werden konnen. Diese 
Thioetherbindung ist der Disulf idbindung unter 
Berucksichtigung der Stabilitat in Gegenwart 
reduzierender Agenzien, wie z.B. Mercaptoethanol , das 
haufig in der Reinigung oder Synthase von 
(Poly)Peptiden verwendet wird, uberlegen. 

Der Chelatbildner kann uber seine reaktiven Gruppen 
mittels fur die Kopplung von (Poly) Peptiden bekannter 
Methoden, z.B. mittels N-Hydroxysuccinimid (NHS) und 
N-Ethyl-N'-(diniethylaminopropyl)carbodiimid (EDO) (s. 
z.B. Cuatrecasas und Parikh, 1972), an das Hydrogel 
■gebunden werden. 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung geeignete 
Chelatbildner sind in der US-A-4 , 877, 830, der 
EP-A 253 303, der WO 90/12803 sowie in den Arbeiten von 
Hochuli und Piesecki, 1992, und Yokoyama et al., 1993, 
beschrieben. Als Metallionen kommenin erster Linie 
ubergangsmetallionen in Frage, bevorzugt 
Ubergangsmetallionen der vierten Periode. Darunter sind 
besonders bevorzugt lonen des Mangans, Kobalts, Nickels 
Oder Kupfers, worunter Ni2+ besonders bevorzugt ist. 



irs 



Im Rahmen der vorliegenden Erfindung besondej 
bevorzugt sind als NTA-Derivate die von Hochuli et al 
1987, beschriebene N- (5-Amino-l-carboxypentyl) 
iminodiessigsaure sowie N^, N^-Di (l-carboxyethyl ) -2 , 6- 
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diaminohexansaure und als damit komplexiertes Metallion 
Nickel . 

Beziiglich der Herstellung der Fusions- (Poly) Peptide, 
die im Hinblick auf die Bindungsf ahigkeit an das 
bevorzugte Metallchelat mindestens zwei benachbarte 
Histidinreste aufweisen und auf die die vorliegende 
Erfindung in ihrer bevorzugten Ausf lihrungsf orm 
angewendet wird (sog. "His-Tag-Proteine" ) , wird auf die 
europaische Patentanmeldung EP-A-282 042 verwiesen; 
Beispiele dafur sind (His) 6-Proteine , in denen das 
Af f initatspeptid sechs Histidinreste nebeneinander 
aufweist. 

Im Prinzip ist auch eine direkte Kopplung des 
Chelatbildners an die Metalloberf lache des 
Biosensorchips, gegebenenf alls uber eine reaktive 
Gruppen aufweisende organische Sperrschicht , moglich. 
Bezuglich solcher Sperrschichten wird auf die 
Offenbarung der WO 90/053 03 verwiesen. 
Die Immobilisierung des (Poly) Peptids in der 
Hydrogelmatrix ist jedoch generell bevorzugt, vor allem 
deshalb, weil sie aufgrund ihrer Struktur eine den 
physiologischen Verhaltnissen im Zellinneren recht 
ahnliche Struktur darstellt und dadurch fur die 
Untersuchung der Wechselwirkung von Biomolekulen die 
naturliche Umgebung angenahert wird. 

Die vorliegende Erfindung weist den entscheidenden 
Vorteil auf, daS die Biosensoroberf lache vollstandig 
regenerierbar ist. Damit ist es moglich, Serienversuche 
unter vergleichbaren Bedingungen durchzuf uhren. 
Die erf indungsgemaSe Biosensoreinheit erfiillt die 
folgenden, an die Regenerierung gestellten Bedingungen: 
1) Das an das Metallchelat gebundene (Poly)Peptid kann 
vollstandig entfernt werden. 
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2) Bei neuerlicher Beladung verliert die Oberflache der 
Biosensoreinheit keine Bindungskapazitat fur ein zu 

. immobilisierendes (Poly) Peptid . 

3) Die Bindungseigenschaften des immobilisierten 
(Poly) Peptids werden nicht beeinfluEt. 

Zur Regeneration einer metalliongesattigten Chelat- 
Oberflache, die einen Liganden, z.B. ein His(S)- 
Protein, gebunden hat, stehen mehrere Moglichkeiten zur 
Verfugung. Einerseits kann der Ligand durch 
Saurebehandlung (z.B. lo mM Essigsaure) entfernt 
werden, wobei die Metallionbeladung, abhangig vom 
verwendeten Metallion, groStenteils stabil bleibt. 
Falls erforderlich, kann das gebundene Protein zusammen 
mit dem Metallion durch Zugabe eines weiteren, starken 
Chelatbildners, wie z.B. 100 mM EDTA, aus der 
immobiliserten Chelatbindung entfernt .werden. Die 
Stabilitat der Metallionenbindung an den Chelatbildner 
muS im Einzelfall bestimmt werden und ist u.a. von der 
Stabilitat des Liganden-Metallionenkomplexes abhangig. 
Das Verfahren zur Regeneration der Chelatoberf lache mit 
anderen Chelatbildnern ist, mit Rucksichtnahme auf die 
Reproduzierbarkeit des Verfahrens, der ersten Methods 
vorzuziehen. 

Im Einzelfall ist ebenfalls zu iiberprufen, ob die 
Regeneration einer sandwichartigen Oberflache, z.B; 
Metallchelat-Ligand 1- Ligand 2 (wobei Ligand 1 ein' 
(Poly) Peptid mit hoher Af f initSt zur 
Metal Ichelatoberf lache darstellt und Ligand 2 ein 
Makromolekiil mit AffinitSt zu Ligand 1, jedoch nicht 
zur Metallchelatoberf lache) , unter Bedingungen erreicht 
werden kann, die die Entfernung des Liganden 2 
ermoglichen, ohne die Bindung von Ligand 1 an die 
Chelatoberflache zu beeinf lussen. Insbesondere konnen 
hierfur Losungen mit hohen Salzkonzentrationen 
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verwendet werden, wie sie in der klassischen 
Af f initatschromatographie angewendet werden. 

Die vorliegende Erfindung kann neben den klassischen 
Anwendungsgebieten der SPR-Methode vorteilhaft fur 
biochemische Reinigungen eingesetzt werden, um 
Fraktionen, die das gesuchte Protein enthalten, zu 
verif izieren. Dieses Verfahren ist den klassischen 
Reinigungsverf ahren nicht nur hinsichtlich der 
Prazision und Geschwindigkeit sondern auch hinsichtlich 
der Einfachheit um ein Vielf aches liberlegen. 

Die Erfindung betrifft in einem weiteren Aspekt einen 
Biosensor-Kit fur die Untersuchung der Wechselwirkung 
eines (Poly) Peptids mit einem Reaktionspartner mittels 
SPR, Der Kit enthalt in einem ersten eine SPR- 
Biosensoreinheit , in einem weiteren Behalter einen 
Chelatbildner, in einem weiteren Behalter ein Salz 
eines zur Komplexierung mit dem Chelatbildner 
geeigneten Metalls, in einem oder mehreren weiteren 
Behaltern die Reagenzien fur die Aktivierung der 
Oberflache der Biosensoreinheit , gegebenenf alls . in 
einem weiteren Behalter ein Reagens zur Deakt ivierung 
der Oberflache, gegebenenf alls in einem weiteren 
Behalter ein -Reagens zur Regenerierung der Oberflache 
sowie gegebenenf alls in einem oder mehreren weiteren 
Behaltern ein oder mehrere Vergleichsproteine . 

Vorzugsweise ist eine Oberflache der Biosensoreinheit 
eine Hydrogelschicht. ZweckmaSig liegt der 
Chelatbildner in Form einer tief gef rorenen Losung vor, 
wobei Konzentration und Puf ferlosung im Hinblick auf 
die Kopplung an die Oberflache der Biosensoreinheit 
abgestellt sind. Bevorzugte Chelatbildner sind 
Nitrilotriessigsaure-Derivate, insbesondere N- (5-Amino- 
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1-carboxypentyl) iminodiessigsaure sowie 

Ncc, Na-Di (1-carboxyethyl) -2 , 6-diaminohexansaure . 

Bevorzugt ist das Metallsalz Nickelsulf at , vorzugsweise 
in Form einer Stammlosung, die im Hinblick auf den 
gewiinschten Beladungsgrad der Oberflache verdiinnt 
werden kann. 

In der bevorzugten Ausf uhrungsf orm der Erfindung,- bei 
der eine Oberflache der Biosensoreinheit aus einem 
Hydrogel mit reaktiven Gruppen, insbesondere aus einem 
carboxymethyliertem Dextran, besteht, sind die 
Reagenzien zur Aktivierung der Biosensoroberf lache 
N-Hydroxysuccinimid und 

N-Ethyl-N' - (dimethylaminopropyl)carbodiimid, die 

vorzugsweise in Form tief gef rorener Losungen vorliegen, 

die hinsichtlich Konzentration und Pufferlosung zur 

Aktivierung geeignet sind. In der bevorzugten 

Ausfiihrungsform ist das Reagens zur Deaktivierung der 

nach Kopplung des (Poly) Peptids verbleibenden N- 

Hydroxysuccinimid-Gruppen an der Biosensoroberf lache 

Ethanolamin in geeigneter Konzentration und 

Pufferlosung, vorzugsweise ebenfalls in tief gef rorener 
Form . 

Das Reagens zur Regenerierung der Biosensor-Oberf lache 
ist vorzugsweise ein Chelatbildner, insbesondere EDTA. 

Die gegebenenfalls in weiteren BehSltern vorhandenen 
Testproteine weisen vorzugsweise ein Af f initatspeptid 
mit mehreren Histidinresten auf und liegen als 
Standardlosungen in Konzentrationen und Puf f erlosungen 
vor, die zur Uberprufung der Beladung der Biosensor- 
Oberf lache geeignet sind. 
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In den im Rahmen der vorliegenden Erfindung 
durchgefuhrten Versuchen wurde gemafi der bevorzugten ' 
Ausf lihrungsf orm sowie der Einf achheit halber die 
Kopplung in der Hydrogelmatrix vorgenommen, weil die 
kommerziell erhaltlichen Biosensoreinheiten von sich 
aus eine Dextranmatrix aufweisen und die fiir die 
direkte Kopplung notwendige Entfernung dieser 
Hydrogelschicht aus der Bisosensoreinheit in einer 
reproduzierbaren Art und Weise nur schwer durchfiihrbar 
erscheint. 

Zur Bindung der Chelatbildner 

N- (5-Amino-l-carboxypentyl) iminodiessigsaure bzw. 
Nfx/Nct-Di (1-carboxyethyl) -2 , 6-diaminohexansaure an die 
Biosensor-Hydrogelobe.rf lache wurde die Kopplungsmethode 
mittels N-Hydroxysuccinimid verwendet . Dabei wurde der 
Chelatbildner, der eine freie, primare Aminogruppe 
enthalt, an die modifizierte Dextran-Hydrogeloberf lache 
einer kommerziell erhaltlichen Biosensoreinheit 
(BIACore) kovalent gekoppelt. Als Chelatbildner wurde 
ein Derivat von Nitrilotriessigsaure synthetisiert , das 
direkt zur Immobilisierung verwendet werden kann. Die 
Synthese des Derivats entspricht weitgehend. der 
publizierten Methode (Hochuli et al., 1987; und 
Europaische Patentschrif t 339 389), mit dem 
Unterschied, dafi zur Abspaltung der Schutzgruppe, 
anstelle der beschriebenen Hydrierung, in Gegenwart von 
Palladium auf Kohle eine Abspaltung durch eine Saure 
(Trif luoressigsaure/Trif luormethansulfonsaure) 
vorgenommen wurde. Das so erhaltene Material kann, da 
es weitgehend frei von anorganischen Verunreinigungen 
ist, direkt zur Kopplung an die Oberf lache der 
Biosensoreinheit eingesetzt^ werden. 

Die Immobilisierung des Chelatbildners wurde nach dem 
vom Hersteller der Biosensorchips empfohlenen Verfahren 
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durchgefiihrt . Da aufgrund des geringen relativen 
Molekulargewichts der Nitrilotriessigsaurederivate 
eine direkte Bestimmung der immobilisierten Menge 
instrumentenbedingt nicht moglich ist, wurde die 
relative Menge indirekt uber die Bestimmung der 
Bindungskapazitat fiir ein Protein nackgewiesen . Dazu 
erwies sich kommerziell erhaltliches Rinderserumalbumin 
(BSA) als geeignet. 

Es wurde f estgestellt , daS die Affinitat des Test- 
(Poly) Peptids fiir die Nickelionen-f reie, mit 
Chelatbildner modifizierte Biosensorchipoberf lache sehr 
gering. ist, es war. keine Bindung an die modifizierte 
Oberf lache zu beobachten. Die Bindungskapazitat der 
Oberf lache fiir das Testprotein ist, wie in Beispiel 4 
dargestellt, direkt korreliert mit der 
Nickelionenkonzentration, die zur Beladung verwendet 
wird. Die Einstellung der Nickelionenkonzentration 
ermoglicht eine einfache Abstimmung der 
Bindungskapazitat auf die experimentellen 
Erfordernisse. 

Die vorliegende Erf indung betrifft in einem weiteren 
Aspekt das Nitrilotriessigsaure-Derivat der Formel 
Na/N(x-Di (l-carboxyethyl) -2 , 6-diaminohexansaure . Dieser 
Chelatbilder kann wie die bekannten 
Nitrilotriessigsaure-Derivate auch fiir die 
immobilisierte Metallchelat-Af f initatschromatographie 
zur Reinigung von Proteinen und Peptiden angewendet 
werden. 
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Figureniibersicht : 

Fig. 1: Immobilisierung von N- (5-Amino-l- 

carboxypentyl) iminodiessigsaure an die 
Dextranoberf lache einer Biosensoreinheit 

Fig. 2: Indirekte Bestimmung der Beladung der 
Dextranoberf lache mit N- ( 5 -Amino- 1- 
.carboxypentyl) iminodiessigsaure mittels 
Rinderserumalbumin . 

Fig. 3: Regenerierung der mit Rinderserumalbumin 

beladenen Biosensor-Oberf lache mittels EDTA 

Fig. 4: Bestimmung der unspezif ischen Bindung eines 
Proteins an die Biosensor-Oberf lache 
• Fig. 5: Bestimmung der Bindungsf ahigkeit eines Proteins 
an die Biosensor-Oberf lache in Abhangigkeit der 
Nickelkonzentration 

Fig. 6: Bindungsf ahigkeit verschiedener Proteine an die 
mit N- (5-Amino-l-carboxypentyl) - 
iminodiessigsaure/Ni2+ beladene Biosensor- 
Oberf lache 

Fig. 7: Bindung eines His (6) -modif izierten Proteins an 
eine mit Not;N(x-Di (1-carboxyethyl) -2 , 6- 
diaminohexansaure beladene Biosensor-Oberf lache 

Die Erfindung wird anhand der folgenden Beispiele 
erlautert : 

Beispiel 1 

a) Synthese von N- (5-Amino-l-carboxypentyl) - 
iminodiessigsaure 

4,17 g Bromessigsaure (Aldrich) wurden in 15 ml 2M NaOH 
gelost und auf 0°C gekiihlt. Zu dieser Losung wurden 
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unter Ruhren eine Losung von 4.2 g Ng-Benzyloxycarbonyl- 
L-Lysin (Fluka) in 22.5 ml 2 M NaOH langsam zugetropf t . 
Nach 2 Stunden wurde die Losung auf Raumtemperatur 
erwarmt und liber Nacht weitergeruhrt . AnschlieSend 
wurde die Losung 2 Stunden auf 50 °C erwarmt und dann 
langsam mit 45 ml 1 M HCl versetzt . Der entstandene 
Niederschlag wurde abzentrif ugiert , mit 0.1 M HCl 
gewaschen und getrocknet (5 g Produkt, theoretische 
Ausbeute 5.9 g). 0.87 g des oben erhaltenen Derivates 
wurden in 10 ml Trif luoressigsaure (Merck) gelost. Zur 
klaren Losung wurde auf Eis 1 ml 

Trifluormethansulfonsaure (Merck) langsam zugetropft 
und 1 Stunde bei Raumtemperatur geriihrt . Der gebildete 
Niederschlag wurde abgetrennt, die Losung wurde mit 
3 0 ml Wasser versetzt und fast bis zur Trockene 
eingeengt. Ein Aliquot dieser Losung wurde auf einer 
PDIO-Saule (Pharmacia) mit Wasser als Laufmittel 
aufgetrennt. Die Ninhydrin-positiven, neutralen 
Fraktionen wurden vereinigt und lyophilisiert . 

b) Synthese von N(x,Not-Di (1-carboxyethyl) -2, 6- 
diaminohexansaure 

5.35 g 2-Brompropionsaure (35 mmol) wurden in 15 ml 
2 M NaOH gelost und auf O^C gekuhlt, Unter Ruhren wurde 
eine Losung von 4.2 g Ng-Benzyloxycarbonyl-L-lysin 
(15 mmol) in 22.5 ml 2M NaOH bei Raumtemperatur langsam 
zugetropft und uber Nacht bei lO^C geriihrt. Die Losung 
wurde nach Abkuhlung langsam mit 45 ml 1 M HCl 
versetzt. Der Niederschlag wurde abzentrifugiert , mit 
0.1 M HCl gewaschen und getrocknet. Zur Abspaltung der 
Z-Schutzgruppe wurde der Niederschlag in der minimalen 
Menge Trif luoressigsaure gelost und auf Eis 0.1 Volumen 
Trifluormethansulfonsaure zugetropft. Nach 
1.5 h Ruhren bei Raumtemperatur wurde die Losung in 
10 Volumen Diethylether getropft. Der Niederschlag 
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wurde 3x mit Ether gewaschen und getrocknet. Der 
gebildete Niederschlag wurde abgetrennt, die Losung 
wurde mit 

30 ml Wasser versetzt und fast bis zur Trockene 
eingeengt. Ein Aliquot dieser Losung wurde auf einer 
PDIO-Saule (Pharmacia) mit Wasser als Laufmittel 
aufgetrennt. Die Ninhydrin-positiven, neutralen 
Fraktionen wurden vereinigt und lyophilisiert . Die 
Identitat der Verbindung wurde mittels Protonen-NMR- 
Analyse bestatigt . 

Beispiel 2 

Kopplung von N- (5-Amino-l-carboxypentyl ) - 
iminodiessigsaure an die Dextran-Oberf lache einer SPR- 
Biosensoreinheit 

Alle Schritte der Immobilisierung wurden in dem 
BIACoregerat (Pharmacia) mit HBS-Puffer (10 mM HEPES 
(2-f4- (2-Hydroxyethyl) -l-piperazino]-ethansulfonsaure) , 
150 mM NaCl und 5 mM MgCl2, pH 7.4) bei 25'C 
durchgefiihrt . 

Zur Immobilisierung wurden ein Biosensorchip CMS 
(Pharmacia Biosensor, Certified Grade) verwendet. 
(Diese Biosensoreinheit weist eine Hydrogeloberf lache 
aus carboxymethyliertem Dextran auf.) Die Aktivierung 
der Hydrogeloberf lache wurde mittels Injektion von 
35 Ail einer 0.05 M N-Hydroxysuccininimid (NHS)/0.2 M N- 
Ethyl-N « - (dimethylaminopropyl ) carbodiimid (EDC) -Losung 
(FluBrate 5 jul/min) durchgefiihrt. Zur Kopplung der in 
Beispiel 1 beschriebenen N-(5"Amino-l- 
carboxypentyl) iminodiessigsaure an die aktivierte 
Oberflache wurden 35 /xl einer Losung von 15 mg/ml 
N"(5-Amino-l-carboxypentyl) iminodiessigsaure in 1 M 
NaOH bei einer FluBrate von 3 Ml/min injiziert. Nicht 
abgesattigte Bindungsstellen der Oberflache wurden 



wo 96/09547 



19 



PCT/EP95/03731 



durch Injektion von 3 5/il einer 1 M Losung von 
Ethanolamin (pH 8.5) abgesattigt (FluSrate 5 /zl/min) . • 
Zur Konditionierung der Oberflache wurden 10 ^1 einer 
100 mM EDTA-Losung (pH 8 mit NaOH eingestellt) 
injiziert und die Oberflache mit 4 ^1 einer 0.1 M 
NiSO4/0.2 M CH3-C00Na- Losung beladen (FluSrate 
5 /il/min) . Der Verlauf dieser Immobilisierung ist in 
Fig. 1 anhand der Anderung der Oberf lachen-Plasmon- 
Resonanz dargestellt . Die einzelnen Schritte der 
Immobilisierung sind in der Figur gekennzeichnet 
Da aufgrund seiner geringen relativen Molmasse (Mr 2 95) 
die Beladung der Oberflache mit dem Chelatbildner nicht 
direkt bestimmt werden kann, wurde die Beladung 
indirekt bestimmt, indem unter konstanten FlujS 
(5 /il/min) 35 /xl einer Losung von 1 g 
Rinderserumalbumin (BSA, Sigma) in 100 ml Laufpuffer 
injiziert vmrde. Das Sensorgramm (Fig. 2) zeigt 
signifikante Bindung des Proteins an die Oberflache. 
Anhand von Serienversuchen mit einer standardisierten 
Losung dieses Proteins wurde die Reproduzierbarkeit der 
Oberf lachenimmobilisierung bestatigt . 

Beispiel 3 

Regenerierbarkeit der N- (5 -Amino- 1.- 
carboxypentyl ) iminodiessigsaure-Oberf lache 

Urn die Regenerierbarkeit der N- {5-Amino-l- 
carboxypentyl) iminodiessigsaure-Oberf lache zu 
untersuchen, wurden zwanzigmal in Folge die Oberflache 
unter konstantem FluS (5 /il/min) , wie in Beispiel 2 
beschrieben, mit Ni2 + .ionen beladen, 35 /il einer Losung 
von 1 g Rinderserumalbumin (BSA, Sigma) in 100 ml 
Laufpuffer injiziert und mit EDTA (Ethylendiamin- 
N,N,N' ,N* -tetraessigsaure) regeneriert . Zur Berechnung 
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der in Fig. 3 dargestellten Daten (Basislinie, 
Injektionsmaximum und gebundenes Protein t=l) wurde die 
Resonanz 30 s vor Injektion des Rinderserumalbumins 
(Basislinie) , 30 s vor Ende der Injektion des 
Rinderserumalbumins (Injektionsmaximum) und 3 0 sec nach 
Injektion- des Rinderserumalbumins (Gebundenes Protein 
t=l) bestimmt. 

Zur Entfernung des gebundenen Proteins erwies sich EDTA 
(100 mM, pH 8) als am besten geeignet . Wie in Fig. 3 
dargestellt, kann weder ein Aktivitatsverlust der 
Oberflache bei neuerlicher Beladung (Injektionsmaximum, 
gebundenes Protein t=l) noch ein Verbleiben des 
gebundenen Proteins nach Regeneration (Basislinie) 
festgestellt werden. Da EDTA die chelatgebundenen 
Nickel -lonen entfernt, muS nach der Regenerierung der 
Oberflache eine erneute Beladung mit Ni^*^- lonen 
erf olgen . 

Beispiel 4 

Effekt der Ni2+-Konzentration auf die Protein- 
B i ndungs f ahi gke i t 

Zur Bestimmung der unspezif ischen Bindung des Proteins 
an die Oberflache wurden die in Beispiel 1 beschriebene 
Oberflache mit EDTA regeneriert, wie in Beispiel 3 
beschrieben, und 20 ^il einer Testprotein-Losung bei 
einer FluSrate von 5/il/min injiziert. Nach erneuter 
Regeneration der Oberflache mit EDTA und Beladung mit 

4 Ml einer 0,1 M NiSO4/0,2 M CH3 -COONa-Losung (FluSrate 

5 /il/min) vmrden abermals 20 /zl der Testprotein-Losung 
injiziert. Wie in Fig. 4 dargestellt, ist in 
Abwesenheit von Ni2+ keine Bindung an die Oberflache zu 
beobachten, nach Beladung der Oberflache mit Ni2+ kann 
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eine Absattigung der Oberflache mit Testprotein 
festgestellt werden. 

Urn die Bindungsf ahigkeit der Oberflache in Abhangigkeit 
der Ni2+-Kon2entration zu bestimmen, vmrde die in 
Beispiel 1 beschriebene Ni2+-N- (5-Amino-l- 
carboxypentyl) iminodiessigsaure Oberflache mit EDTA, 
wie in Beispiel 3 beschrieben, regeneriert und mit 
jeweils 4 ^1 einer Ni2+-L6sung (0,1 M NiSO4/0.2 M CH3- 
COONa, FluSrate 5 /zl/min) der angegebenen 
Konzentrationen beladen. Nach der Beladung mit Nickel 
wurde Protein injiziert und die Resonanz an t=l 
bestimmt. Die Auftragung der gemessenen Resonanz gegen 
,die Konzentration der Nickelionenlosung (Fig. 5) zeigt, 
daS eine vollstandige Beladung der Oberflache mit 4/il 
einer 

100 Ni2+-L6sung erreicht wird. Geringere 
Konzentrationen zeigen in Abhangigkeit der 
Konzentration nur unvollstandige Beladung der 
Oberflache. 

Beispiel 5 

Bindungsfahigkeit verschiedener Proteine an die N-{5- 
Amino-l-carboxypentyl) iminodiessigsaure-Oberf lache 

Zur Untersuchung des unterschiedlichen 
Bindungsverhaltens verschiedener Proteine wurden 
jeweils 40 fil von Losungen (10 fig/ml in Laufpuffer) 
eines Hiihnerp rote ins der im Sequenzprotokoll 
dargestellten Sequenz, modifiziert mit His (6) ((His)6- 
SCF) , von Rinderserumalbumin (Sigma) und von Lysozym 
aus Eiklar (Sigma) auf eine gemaS Beispiel 2 
synthetisierte Biosensoroberf lache 

injiziert . (Herstellung und Reinigung des Huhnerproteins 
erfolgten .nach Expression in einem kommerziell 
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erhaltlichen Expressionvektor [pQE50, Diagen GmbH] nach 
dem vom Hersteller des Systems vorgegebenen 
Reinigungsschema [The QIAexpressionist , Diagen GmbH, 
Protocol 3; S. 35 sowie Protocol 7, S. 45] . Zur 
weiteren Reinigung wurde das Protein iiber eine 
Anionenaustauschersaule vom Typ HQ/M [Perseptive 
Biosystems, Freiburg] gereinigt und die 
ProteinJconzentration mittels Bradford-Protein-Assay 
[BioRad] bestimmt) . Das Bindungsverlialten der einzelnen 
Proteine ist in Fig. 6 dargestellt: Lysozym (Mr 14300) 
sowie Rinderserumalbumin (Mr 68000) zeigen eine, trotz 
der relativ hohen Konzentration, geringe Resonanz; das 
His (6) -modif izierte Hiilinerprotein (Mr 22000) hingegen 
bindet urn ein vielf aches starker an die Oberflache. 
Desweiteren ist zu erkennen, daS Lysozym und 
Rinderserumalbumin, im Gegensatz zu dem His(6)- 
modif izierten Hiihnerprotein, eine Sattigung der 
Oberflache erreichen. Die mit dem His (6) -modif izierten 
Hiihnerprotein zur Sattigung beladene Oberflache kann 
zur Suche nach mit diesem Protein interagierenden 
Proteinen, aus z.B. Zellkulturiiberstanden von 
Huhnerzellinien, verwendet werden, indem 
Zellkulturiiberstande verschiedener Zellinien injiziert 
werden. Die Bindung eines interagierenden Partners kann 
durch die Verstarkung der Resonanz nach der Injektion 
nachgewiesen werden. 

Beispiel 6 

Bindung von (His)6-SCF an eine N(x/Nct"Di(l- 
carboxyethyl) -2, 6 -diaminohexansaure -Oberflache 

Es wurde eine N^-Di ( 1-carboxyethyl) -2 , 6- 
diaminohexansaure-Oberf lache unter den exakt gleichen 
Bedingungen, wie in Beispiel 2 fiir N- (5-Amino-l- 
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carboxypentyl ) iminodiessigsaure beschrieben, 
hergestellt. 

Zur Untersuchung des Bindungsverhaltens eines (His)6- 
modif izierten Protein an diese Oberflache, wurde die 
Oberflache mit Ni2 + -ionen beladen und es wurden 40 fil 
einer Losung (10 /xg/ml in Laufpuffer) eines 
Hiihnerproteins der itn Sequenzprotokoll dargestellten 
Sequenz, modif iziert* mit His (6) {(His)6-SCF, 
beschrieben in Beispiel 5) mit einer Flufirate von 
5;xl/min auf diese Oberflache injiziert. Das Sensorgramm 
ist in Fig. 7 dargestellt. Die Oberflache zeigt ein 
vergleichbares Bindungsverhalten wie die in Beispiel 2 
beschriebene, mit N- (5 -Amino- 1 -carboxypentyl ) - 
iminodiessigsaure modifizierte Oberflache. Anhand von 
Serienversuchen mit einer standardisierten Losung des 
Proteins wurde die Reproduzierbarkeit der 
Oberf lachenimmobilisierung bestatigt. 
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(ii) A1S^1ELCE^ITEL: Verfahren zur Qitersuc±ajng der Wfechselvarkurg 
van Bianolekuelen mittels Cberf laeci^'Plasnm-Resaianz 

(iii) ;^NZAHL EER SB2UENZEN: 1 

(iv) CO^iroiER-IESBARE Km: 

(A) DAIENIRJkSR: Flcppy disk 

(B) OHEUIER: JEM PC aorpatible 

(C) BBIRIEBSSYSIEM: PC-DOS/^-DOS 

(D) SOFIWARE: E^tentln Release #1,0, Version #1.25 (EPA) 



(2) IKFCRiyraTCN ZU SEQ ID IC: 1: 

(i) SEDUEISIZ fflARAKIERISriKA: 

(A) LfiHE: 204 AniixDsauren 

(B) ART: Arujissaure 
(D) TOPQLOnE: linear 

(ii) ART EES MXEEOJLS: Protein 

(iii) HYRJiHLTlSCH: NEIN 

(vi) URSFRDNLICHE HERKUNFT: 

(A) CR3*II31B: Gallus dotresticus 
(G) ZEUJIYP: Fibrcblast 

(ix) MERWyRLE: 

(A) NfiME/SCHrfRSFT.: Protein 

(B) LAE: l.,204 



(xi) SEQUEICTESCHREIBUSIG: SEQ ID ND: 1: 

Met Ala Ser His His His His His His Gly Gly Ser Ala Gin Ser Ser 
1 . 5 10 15 
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Cys Gly Asn Pro Val Thr Asp Asp Val Asn Asp lie Ala Lys l£u Val 
20 25 ■ 30 

Gly Asn l£u Pro Asn Asp Tyr Leu lie Thr leu Lys Tyr Val Pro Lys 
35 40 45 . 

l^tet Asp Ser Leu Pro Asn His Cys Trp leu His Leu Ntet Val Pro Asp 
50 55 60 

Phe Ser Arg Ser Lsu His Asn Leu Leu Gin Lys Ete Ser Asp He Ser 
65 70 75 80 

Asp M2t Ser Asp Val Leu Ser Asn lyr Ser He He Asn Asn Leu Ihr 
85 90 95 

Arg He He Asn Asp Leu I^t Ala Cys Leu Ala Ehe Asp Lys Asn Lys 
100 ' 105 110 

Asp Phe He Lys Glu Asn Gly His Leu Tyr Glu Glu Asp Arg Pte He 
115 120 125 

ProGluAsnEteEteSerLeuMTeAsn Ser Thr He Glu Val Tyr Lys 
130 135 140 

Glu Phe Ala Asp Ser Leu A^ Lys Asn A^ Cys He Nfet Pro Ser Ihr 
145 150 155 160 

Val Glu Thr Pro Glu Asn Ser Arg Val Ala Val Ihr Lys Thr He 
165 170 175 

Ser Phe Pro Pro Val Ala Ala Ser Ser .Leu Arg Asn Asp Ser He Gly 
180 185 . 190 

Ser Asn Ihr Ser Ser Asn Ser Asn Lys Glu Ala Lai 
195 200 



wo 96/09547 



27 



PCT/EP95/0373I 



2 



5 



Patentanspruche 

Verfahren zur Untersuchung der Wechselwirkung eines- 
(Poly) Peptids mit einem Reaktionspartner mittels 
einer Biosensoreinheit , in welcher die durch die 
Wechselwirkung ausgeloste Oberf lachen-Plasmon- 
Resonanz in einer metallischen Schicht an der 
Grenzflache zweier fiir elektromagnet.sche Strahlung 
durchlassiger Medien mit unterschiedlichem 
Brechungsindex bestimmt wird, wobei das Medium mit 
geringerem Brechungsindex ein wasseriges Medium 
ist, in welchem das (Poly)Peptid in immobilisierter 
Form vorliegt und mit dem Reaktionspartner in 
Beruhrung gebracht wird, dadurch gekennzeichnet , 
daS das (Poly)Peptid durch ein Metallchelat 
immobilisi-^rt ist. 

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
dafi das wasserige Medium eine biokompatible porose 
Matrix, insbesondere ein Hydrpgel, ist. 

Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, 
daS der Chelatbildner laber reaktive Gruppen des 
Hydrogels an die Oberflache der Biosensoreinheit 
gebunden ist. 

Verfahren nach Ar. oruch 2 oder 3, dadurch 
gekennzeichnet, oa:^ das Hydrogel ausgewahlt ist aus 
der Gruppe Polysc-chararide, wie Dextran, Agarose, 
Carragen, Alginate, Starke, Zellulose, oder 
Derivate davon, oder wasserquellbare organische 
Polymere, wie Polyvinylalkohl , Polyacrylsaure, 
Polyacrylamid oder Polyethylenglykol . 

Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, 
dafi das Hydrogel ein Dextran ist. 
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6. . Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet , 

daiS das Dextran als reaktive Gruppen 
Carboxymethylgruppen aufweist. 

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, daS das (Poly)Peptid ein 
Fusions- (Poly) Peptid ist, das neben seinem 
biologisch aktiven Abschnitt ein Af f initatspeptid 
mit mindestens einem Histidinrest aufweist und der 
Chelatbildner ein Iminodiessigsaurederivat ist. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, 
daS das (Poly) Peptid ein Aff initatspeptid mit 
mindestens zwei benachbarten Histidinresten 
aufweist und der Chelatbildner ein 

Nitrilotriessigsaure-Derivat der allgemeinen Formel 
Y-R-CH(COOH) -N(CH2C00H) 2 ist, 

worin R eine Alkylengruppe des Typs (CH2)n- 
bedeuten kann, die substituiert oder unsubstituiert 
sein kann, mit der MaSgabe, daS der Substituent 
nicht nachteilig die Funktion des Chelatbildners 
beeinfluSt, und n eine ganze Zahl 1, 2, 3, 4, 5, 6, 
7, 8, 9 Oder 10 bedeutet, wobei die Alkylengruppe 
bei geniigender GroSe gegebenenf alls auch eine oder 
mehrere Aiken- oder Alkin-Teilstrukturen aufweisen 
kann, 

oder, worin R ein aromatisches Bruckenglied 
bedeuten kann, das aus einem oder mehreren ein^ 
Oder mehrkernigen Aromaten, der gegebenenf alls auch 
ein aromatischer Heterozyklus sein kann, aufgebaut 
wird. 
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Oder, worin R ein Aralkyl-Briickenglied bedeuten 
kann, in dem der aromatische Teil entweder direkt 
Oder liber eine • Alkylgruppe des Typs (CH2)n-, worin 
n eine ganze Zahl i, 2, 3, 4 oder 5 bedeuten kann, 
an y Oder an das der Carboxylgruppe benachbarte 
a-C-Atom gebunden sein kann, 

und worin Y eine reaktive Gruppe, insbesondere eine 
NH2-oder eine SH-Gruppe, ist. 

9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet , 
daS das Nitrilotriessigsaure-Derivat 

N- (5-Amino-l-carboxypentyl) iminodiessigsaure ist. 

10. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, 
daS das (Poly)Peptid ein Af f initatspeptid mit 
mindestens zwei benachbarten Histidinresten 
aufweist und der Chelatbildner ein 

Nitrilotriessigsaure-Derivat der allgemeinen Formel 
Y-Rl-CH(COOH) -N(R2CHCOOH)2 ist, 

worin Rl eine Gruppe mit der fur R in Anspruch 8 
definierten Bedeutung sein kann, 

und, worin R2 eine Alkylgruppe des Typs CH3(CH2)n- 
sein kann, die substituiert , z.B. mit OH oder CI, 
Oder unsubstituiert sein kann, und n eine ganze 
Zahl 1, 2/ 3, 4 Oder 5 bedeuten kann, 

. Oder, worin R2 eine verzweigte Alkylgruppe, wie 
iso-Propyl, t-Butyl oder iso-Butyl, sein kann, 

Oder, worin R2 ein aromatisches Bruckenglied der 
fur R in Anspruch 8 definierten Bedeutung sein 
kann, 
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und worin Y eine reaktive Gruppe, insbesondere eine 
NH2"Oder eine SH-Gruppe, ist. 

11. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet , 
daB das Nitrilotriessigsaure-Derivat 

NQ^,NQ-Di ( 1-carboxyethyl) -2 , 6-diaininohexansaure ist. 

12. Verfahren nach einem der Anspriiche 7 bis 11, dadurch 
gekennzeichnet, da3 der Chelatildner mit. einem 
ubergangsmetallion , insbesondere der vierten 
Periode, komplexiert wird. 

13. Verfahren nach einem der Anspruche 7 bis 12, dadurch 
gekennzeichnet, daB der Chelatbildner mit Ni^^-jonen 
kompexiert wird. 

14. Nitrilotriessigsaure-Derivat der Formel 

Nq^, N(^-Di ( 1-carboxyethyl) -2 , 6-diaininohexansaure . 

15. Verwendung des Nitrilotriessigsaure-Derivats nach 
Anspruch 14 zur Reiningung von Proteinen und 
Peptiden mittels Metallchelat- 

Af f initatschromatographie . 

16. Biosensoreinheit f iir die Untersuchung der 
Wechselwirkung eines (Poly) Peptids mit einem 
Reaktionspartner mittels Bestimmung der Gberflachen- 
Plasmon-Resonanz in einer metallischen Schicht an 
der Grenzflache zweier fiir elektromagnetische 
Strahlung durchlassiger Medien mit unterschiedlichem 
Brechungsindex, wobei das Medium mit geringerem 
Brechungsindex ein wasseriges Medium ist, dadurch 
gekennzeichnet, daB an die dem wasserigen Medium 
zugewandte Oberflache der Biosensoreinheit ein 
Chelatbildner, gegebenenfalls 
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in mit einem Metallion komplexierter Form, gebunden 
ist. " ■ 



17. Biosensoreinheit nach Anspruch 16, dadurch 
gekennzeichnet, dafi der Chelatbildner an die 
reaktiven Gruppen einer biokompatiblen porosen 
Matrix, insbesondere eines Hydrogels, gebunden ist. 

18. Biosensoreinheit nach Anspruch 17, dadurch 
gekennzeichnet, daS das Hydrogel ausgewahlt ist aus 
der Gruppe Polysacchararide, wie Dextran, Agarose, 
Carragen, Alginate, Starke, Zellulose, oder 
Derivate davon, oder wasserquellbare organische 
Polymere, wie Polyvinylalkohl , Polyacrylsaure, 
Polyacrylamid oder Polyethylenglykol . 

19. Biosensoreinheit nach Anspruch 18, dadurch 
gekennzeichnet, daS das Hydrogel ein Dextran ist. 

20. Biosensoreinheit nach Anspruch 19, dadurch 
gekennzeichnet, daS das Dextran als reaktive 
Gruppen Carboxymethylgruppen auf weist . 

21. Biosensoreinheit nach einem der Anspruche 16 bis 
20, dadurch gekennzeichnet, daS der Chelatbildner 
ein Iminodiessigsaurederivat ist . 

22. Biosensoreinheit nach Anspruch 21, dadurch 
gekennzeichnet, daS Chelatbildner ein 
Nitrilotriessiasaure-Derivat der allgemeinen Formel 
Y-R-CH{COOH) -K,CH2COOH)2 ist, 

worin R. eine Alkylengruppe des Typs (CH2)n- 
bedeuten kann, die substituiert oder unsubstituiert 
sein kann, mit der MaSgabe, daS der Substituent ' 
nicht nachteilig die Funktion des Chelatbildners 



wo 96/09547 



32 



PCT/EP95/03731 



beeinfluISt, und n eine ganze Zahl 1, 2, 3, 4, 5, 6, 
7, 8, 9 Oder 10 bedeutet, wobei die Alkylengruppe 
bei geniigender GroSe gegebenenf alls auch eine oder 
mehrere Aiken- oder Alkin-Teilstrukturen aufweisen 
kann, 

oder^ worin R ein aromatisches Briickenglied 
bedeuten kann, das aus einem oder mehreren ein- 
oder mehrkernigen Aromaten, der gegebenenf alls auch 
ein aromatischer Heterozyklus sein kann, aufgebaut 
wird, 

oder, worin R ein Aralkyl-Briickenglied bedeuten 
kann, in dem der aromatische Teil entweder direkt 
Oder iiber eine Alkylgruppe des Typs (CH2)n-, worin 
n eine ganze Zahl 1, 2, 3, 4 oder 5 bedeuten kann, 
an Y Oder an das der Carboxylgruppe benachbarte a- 
C-Atom gebunden sein kann, 

und worin Y eine reaktive Gruppe, insbesondere eine 
NH2-oder eine SH-Gruppe, ist. 

23. Biosensoreinheit nach Anspruch 22, dadurch 
gekennzeichnet , daS das Nitrilotriessigsaure- 
Derivat N- (5 -Amino- 1- 

carboxypentyl) iminodiessigsaure ist . 

24. Biosensoreinheit nach Anspruch 21, dadurch 
gekennzeichnet , daS das (Poly)Peptid ein 

Af f initatspeptid mit mindestens zwei benachbarten 
Histidinresten aufweist und der Chelatbildner ein 
Nitrilotriessigsaure-Derivat der allgemeinen Formel 
Y-Rl-CH(COOH) -N(R2CHC00H) 2 ist, 

worin Rl eine Gruppe mit der fur R in Anspruch 8 
definierten Bedeutung sein kann, 
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und, worin R2 eine Alkylgruppe des Typs CH3(CH2)n- 
sei-n kann, die substituiert oder unsubstituiert 
sein kann, und n eine ganze Zahl 1. 2, 3, 4 oder 5 
bedeuten kann, 

Oder, worin R2 eine verzweigte Alkylgruppe, z B 
xso-Propyl, t-Butyl oder iso-Butyl, sein kann, 

Oder, worin R2 ein aromatisches Bruckenglied der 
fur R in Anspruch 8 definierten Bedeutung sein 
kann, 

und worin Y eine reaktive Gruppe, insbesondere eine 
NH2-oder eine SH-Gruppe, ist. 

25. Biosensoreinheit nach Anspruch 24, dadurch 
gekennzeichnet, dag das Nitrilotriessigsaure- 
Der 1 vat , -Di ( i - carboxye thyl ) - 2 , 6 - 
diaminohexansaure ist. 

26. Biosensor-Kit fiir die Untersuchung der 
Wechselwirkung eines {Poly)Peptids mit einem 
Reaktionspartner mittels SPR, enthaltend in einem 
ersten Behalter eine SPR-Biosensoreinheit , in einem 
weiteren Behalter einen Chelatbildner, in einem 
weiteren Behalter ein Salz eines zur Komplexierung 
mit dem Chelatbildner geeigneten Metalls, in einem 
Oder mehreren weiteren Behaltern Reagenzien fur die 
Aktivierung der Oberflache der Biosensoreinheit, 
gegebenenfalls in einem weiteren Behalter ein 
Reagens zur Deaktivierung der Oberflache, 
gegebenenfalls in einem weiteren Behalter ein 
Reagens zur Regenerierung der Oberflache sowie 
gegebenenfalls in einem oder mehreren weiteren 
Behaltern ein oder mehrere Vergleichsproteine . 
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Fig. 7 
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